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摘  要：【背景】由猪流行性腹泻病毒(Porcine epidemic diarrhea virus，PEDV)引起的猪流行性腹泻给养

猪业造成了巨大的经济损失。PEDV S 蛋白可以诱导宿主产生中和抗体。【目的】原核表达 PEDV CV777

疫苗株 S2 截短肽(aa：961−1 382)并制备其多克隆抗体；鉴定表达的 S2 截短肽上的线性 B 细胞表位区。

【方法】将经密码子优化的 PEDV S2 截短肽编码 DNA (s2t)克隆至载体 pET-28a 中并转化 Escherichia coli 

BL21(DE3)，利用 IPTG 诱导 S2 截短肽表达。以经 SDS-PAGE 切胶纯化的重组 S2 截短肽免疫新西兰大

白兔制备多克隆抗体。在 E. coli BL21 中 GST 融合表达覆盖 S2 截短肽序列全长、彼此重叠 8 个氨基酸

残基的系列 16 肽。以制备的抗 S2 截短肽兔血清为一抗，通过 Western blot (WB)筛选系列 16 肽中的

阳性反应性 16 肽，鉴定 S2 截短肽上的线性 B 细胞表位区。【结果】重组 PEDV S2 截短肽的相对分子

质量约为 50 kD；诱导 4 h 表达量最高，且主要形成包涵体。WB 结果显示，纯化的 S2 截短肽能被猪

抗 PEDV 血清识别；以纯化的 S2 截短肽免疫新西兰大白兔制备多抗血清，ELISA 法检测抗体效价位

于 1:25 600−1:102 400 之间。免疫组化和间接免疫荧光分析均表明，制备的多抗血清可以识别 Vero 细胞

培养的 PEDV DR13 弱毒株。以制备的多抗血清通过 WB 从 52 个 GST 融合表达的 16 肽中鉴定到 11 个

阳性反应性 16 肽。WB 分析显示，得到的阳性反应性 16 肽都可以被猪抗 PEDV 血清识别。鉴定到的阳

性 16 肽在 S2 截短肽上形成 4 个线性 B 细胞表位区(aa：969−984；1 065−1 096；1 225−1 280；1 361−1 382)。

【结论】高效价抗 PEDV S2 截短肽多克隆抗体的制备和 S2 截短肽上线性 B 细胞抗原表位区的确定有助

于了解 S 蛋白的结构与功能，为建立有效的 PEDV 检测方法奠定了基础。 

关键词：猪流行性腹泻病毒，S 蛋白，多克隆抗体，线性 B 细胞表位 
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Abstract: [Background] Porcine epidemic diarrhea (PED) caused by porcine epidemic diarrhea virus 
(PEDV) has caused significant economic losses in pig industry. PEDV S protein can induce the host to 
produce neutralizing antibodies. [Objective] To prokaryotically express the truncated S2 (aa: 961−1 382) 
of PEDV CV777 vaccine strain and prepare polyclonal antibodies with which to identify regions 
containing linear B cell epitopes on the truncated S2. [Methods] The codon-optimized DNA fragment 
encoding the truncated S2 of PEDV (s2t) was inserted into pET-28a. The resulting pET-28a-S2t was then 
transformed into Escherichia coli BL21(DE3) for expression under the induction of IPTG. Polyclonal 
antibody was prepared by immunizing New Zealand white rabbits with the truncated S2 purified by cutting 
out the aimed band from the SDS-PAGE. Serial 16-mers, overlapping 8 aa each other and covering the 
whole sequence of the truncated S2, were GST-fusion expressed in E. coli BL21. Positive 16-mers were 
identified by western blot (WB) using prepared polyclonal serum as the primary antibody. Linear B cell 
epitopes containing regions were located. [Results] The truncated S2, about 50 kD, mainly existed in form 
of inclusion body, of which the expression level reached the maximum at 4 h post induction. The purified 
truncated S2 could be recognized by porcine anti-PEDV serum in WB analysis. The titer values of the 
polyclonal serum ranged from 1:25 600 to 1:102 400. Immunohistochemical and indirect immunofluorescence 
analyses indicated that the polyclonal antibodies showed specific reactivity with PEDV DR13 in Vero 
cells. Eleven positive 16-mers were identified from 52 GST-fused 16-mers by WB using the prepared 
serum. All the 11 16-mers could be recognized by porcine anti-PEDV serum in WB analysis. The 
identified positive 16-mers formed 4 linear B cell epitopes containing regions on the truncated S2 (aa: 
969−984, 1 065−1 096, 1 225−1 280, and 1 361−1 382). [Conclusion] The preparation of high titer 
polyclonal antibodies against truncated S2 of PEDV and the identification of linear B cell epitopes 
containing sequences on it laid a foundation for understanding the structure and function of S protein, as 
well as developing effective PEDV diagnostic methods. 

Keywords: PEDV, S protein, Polyclonal antibodies, Linear B cell epitope 

猪流行性腹泻病毒(Porcine epidemic diarrhea 

virus，PEDV)属于尼多病毒目(Nidovirale)冠状病 

毒 科 (Coronaviridae) α- 冠 状 病 毒 属 (Alpha- 

coronavirus)，是引起猪，特别是新生仔猪严重腹

泻的主要病原之一。PEDV 主要感染猪小肠上皮细

胞，引起肠绒毛萎缩和吸收不良，其临床症状包括

水样腹泻、呕吐、厌食和脱水，常伴随着哺乳仔

猪的高致死率及仔猪的消瘦[1-3]。虽然猪流行性腹

泻(Porcine epidemic diarrhea，PED)首次发现于欧

洲，但其在亚洲地区却广泛流行[4-6]。2010 年底开

始，PED 再次在我国大范围暴发。2013 年美国首

次报道了 PED，并迅速扩散至美洲、欧洲和亚洲

的其他地区，给全球养猪业造成了严重的经济 

损失[7-8]。 
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PEDV 基因组为单股正链 RNA，长度约 28 kb。

在 PEDV 基因组的 5′和 3′非编码区中间包含 7

个开放阅读框(Open reading frame，ORF)，分别

编码多聚蛋白 (pp1a 和 pp1ab)、纤突蛋白 (S，

180−220 kD)、膜蛋白(M，27−32 kD)、囊膜蛋白

(E，7 kD)和核衣壳蛋白(N，55−58 kD)以及非结

构蛋白 ORF3 蛋白[8-9]。PEDV S 蛋白是病毒表面

的主要纤突糖蛋白，在病毒感染的吸附、受体结

合、膜融合以及入侵过程中发挥重要作用。根据

与其他冠状病毒 S 蛋白序列的相似性比对发现，

PEDV 的 S 蛋白可以分为 S1 和 S2 两个亚基，分

别负责病毒与细胞表面受体的结合以及病毒与宿

主细胞的膜融合[10]。S 蛋白也是诱导宿主产生中

和抗体的关键抗原蛋白[10-11]。以全长的 S 蛋白或

截短的 S 蛋白免疫母(仔)猪均可以产生保护性免

疫反应[12-14]。利用单克隆抗体或抗 PEDV 多抗血

清已经在 S 蛋白上鉴定到 4 个表位区[15-20]：S1 蛋

白 N 端(aa：19−220)[20]、Collagenase equivalent 

(COE) 抗 原 区 (aa ： 499−638)[18] 、 S1/S2 连 接 区

(aa： 636−789)[17]和 C-端 抗 原 区 (aa： 1 371− 

1 377)[19,21]。虽然这些表位区主要集中在 S 蛋白

的 S1 亚基区，最近研究表明 PEDV S 蛋白的 S2

亚基上存在具有免疫优势的中和抗原表位 [19]，

并且 PEDV S 蛋白的 S2 亚基较 S1 亚基保守。对

其他冠状病毒的研究也显示，S2 亚基的表位可

以诱导产生中和性抗体；S2 亚基也是研制疫苗

的重要靶抗原[22]。因此本研究以 PEDV CV777 疫

苗株的 S 蛋白为靶蛋白，更详细地分析其 S2 亚基

上的线性 B 细胞表位分布。 

本研究原核表达不包含融合肽的 PEDV CV777

疫苗株 S 蛋白的 S2 截短肽(aa：961−1 382)并制备

其多克隆抗体，利用制备的多抗对覆盖 S2 截短肽

全长、彼此重叠 8 氨基酸残基的系列 GST 融合表达

的 16 肽进行筛选，鉴定 S2 截短肽上的线性 B 细胞

表位区，以期为将来 PEDV 的免疫、净化以及 S 蛋

白功能性研究提供理论依据。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

1.1.1  病毒、细胞、菌株和质粒 

Escherichia coli TOP 10 和 BL21(DE3)购自天根

生 化 科 技 ( 北 京 ) 有 限 公 司 ； 原 核 表 达 载 体

pET-28a、pXXGST-1 为本实验室保存。Vero 细

胞、PEDV DR13 弱毒株均为本实验室保存。 

1.1.2  主要试剂和仪器 

限制性内切酶、DNA 聚合酶、DNA 连接酶购

自上海皓嘉科技发展有限公司；弗式完全佐剂和

弗氏不完全佐剂购自上海前尘生物科技有限公

司；质粒提取试剂盒、DNA 胶回收试剂盒购自

Axygen 生物技术(杭州)有限公司；HRP 标记的山

羊抗兔 IgG 购自生工生物工程(上海)股份有限公

司；Alexa Fluor 647 标记的山羊抗兔 IgG 购自上海

碧云天生物技术有限公司；ClonExpress MultiS 

One Step Cloning Kit 购自南京诺唯赞生物科技有

限公司；PVDF 膜购自上海鼎国生物技术有限责

任公司。 

PCR 仪、凝胶电泳仪、半干转膜仪、凝胶成

像系统，Bio-Rad 公司；超声波细胞破碎仪，宁波

新芝生物科技有限公司；高速冷冻离心机，希格

玛实验室离心机公司。 

1.2  方法 

1.2.1  PEDV S2 截短肽表达载体的构建 

以插入密码子优化的 PEDV CV777 疫苗株 s 基因

的 pJET1.2-S 为模板，利用引物对(F：5′-GGCCTG 

GTGCCGCGCGGCAGCCATATGGGTCTTACGAC
CGCAGCGGCG-3′； R ： 5′-CAGTGGTGGTGGTG 

GTGGTGCTCGAGCTGCACATGAACTTTCTCGA
AAGCC-3′；下划线序列为载体同源臂序列) PCR

扩增 S2 截短肽编码序列 s2t。PCR 反应体系：

10Ex Taq buffer 5 μL，dNTP mixture (各 2.5 mmol/L) 

4 μL，DNA 模板(约 100 ng/μL) 1 μL，引物 F 和 R 

(10 μmol/L)各 1 μL，ExTaq 酶(5 U/μL) 1 μL，

ddH2O 补足 50 μL。PCR 反应条件：98 °C 2 min；

98 °C 15 s，55 °C 30 s，72 °C 1.5 min，30 个循
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环；72 °C 5 min。PCR 产物切胶纯化后通过同源重

组 克 隆 至 pET-28a 的 Nde I/Xho I 位 点 得 到

pET-28a-S2t；表达的重组 S2 截短肽的 N 端和 C 端

均带有 6×His 标签，以便于利用抗 His 标签单抗验

证表达的目标蛋白。 

1.2.2  PEDV S2 截短肽的原核表达 

将 测 序 验 证 的 pET-28a-S2t 转 化 至 E. coli 

BL21，挑取单克隆，转接至 LB 培养基(含卡纳霉

素 50 μg/mL)中，37 °C、220 r/min 培养过夜。次

日以 1:100 接种量各转接 9 支 LB 试管，37 °C、

220 r/min 培养至 OD550 约为 0.5，分别向 8 支试管

中加入 IPTG 至终浓度 0.5 mmol/L，37 °C 诱导

PEDV S2 截短肽的表达，分别于诱导的第 0、3、

4、5、6、7、8、9 h 取出 1 管；另一支试管作为

未诱导对照继续培养 9 h。各取 2 mL 菌液 4 °C、

12 000 r/min 离心 1 min 收集菌体，−20 °C 保存。 

1.2.3  PEDV S2 截短肽的纯化 

将 E. coli BL21(pET-28a-S2t) 37 °C 诱导培养

4 h，4 °C、12 000 r/min 离心 5 min 收集菌体。以

PBS (10 mL/g 菌体)重悬，冰上超声破碎 20 min 

(150 W，超声 4 s，停 4 s)，4 °C、12 000 r/min 离

心 30 min 收集包涵体。包涵体以双蒸水悬浮后加

入等体积的 2×上样缓冲液，上样进行 SDS-PAGE 

(12%)电泳，电泳结束后以 0.25 mol/L 的 KCl 染色

10 min，使用手术刀片将目的蛋白条带切下，切

成 2 mm 的碎片后装入透析袋，60 V 电泳洗脱

120 min，反向电泳 15 min，回收纯化的 PEDV 

S2 截短肽，浓缩、分装后−80 °C 保存。 

1.2.4  抗 PEDV S2 截短肽血清的制备 

将纯化的 PEDV S2 截短肽与等体积的弗氏完

全佐剂混合，以 0.5 mg/只的剂量经大腿内侧多点

注射免疫 3 只新西兰大白兔，同时以 PBS 免疫 1 只

大白兔作为对照。此后，每隔 14 d 加强免疫 1 次，

共免疫 4 次。分别于第一次免疫后的第 14、28、

42、56、70 天进行耳部静脉取血，间接 ELISA 检

测抗体水平，第 70 天颈动脉采血并收集血清，分

装后−80 °C 保存。 

1.2.5  ELISA 法检测血清的效价 

以纯化的 PEDV S2 截短肽(1 μg/mL)包被酶标

板，4 °C 过夜。以 PBST 洗板 3 次，加入 5%的脱

脂奶粉 37 °C 封闭 1 h；以 PBST 洗涤 3 次。加入

1:1 000 倍稀释的血清(免疫后不同时间点采集的

兔血清)或倍比稀释的血清(免疫后 70 d 收集的兔

血清)，37 °C 孵育 1 h，PBST 洗涤 3 次；加入

1:10 000 倍稀释的辣根过氧化酶标记的山羊抗兔

IgG，37 °C 孵育 45 min，PBST 洗涤 3 次；加入

TMB 底物显色液，暗处显色 15 min，加入 2 mol/L

的硫酸终止液，酶标仪读取 OD450 值。 

1.2.6  抗PEDV S2截短肽血清与PEDV DR13弱毒

株的特异性反应 

抗 PEDV S2 截短肽血清与 PEDV DR13 弱毒株

的特异性反应通过免疫组化和间接免疫荧光检测。 

(1) 免疫组化。将 Vero 细胞接种至预先放置盖

玻片的 24 孔板中，待盖玻片上的细胞生长至 80%

后接入 100 TCID50 病毒。待 60%−80%细胞出现病

变(约 18 h)，PBST 漂洗 3 次；以 4%的多聚甲醛固

定细胞 15 min；接着以含有 0.1% Triton X-100 的

PBS 透化 15 min；然后用 5%羊血清室温封闭 1 h；

加入抗 PEDV S2 截短肽血清(1:100)，37 °C 孵育 1 h；

再加入 HRP 标记的山羊抗兔 IgG (1:200)，37 °C 孵

育 1 h；DAB 显色后用尼康显微镜观察并拍照。 

(2) 免疫荧光。将 Vero 细胞接种至预先放置盖

玻片的 24 孔板中，待盖玻片上的细胞生长至 80%

后接入 100 TCID50 病毒。待 60%−80%细胞出现病

变(约 18 h)，PBST 漂洗 3 次；以 4%的多聚甲醛固

定细胞 15 min；接着以含有 0.1% Triton X-100 的

PBS 透化 15 min；用 5%羊血清室温封闭 1 h；加入

5%羊血清稀释的抗 PEDV S2 截短肽血清(1:2 000)，

37 °C 孵育 1 h；再加入 5%羊血清稀释的 Alexa 

Fluor 647 标记的山羊抗兔 IgG (1:200)，37 °C 孵

育 1 h；DAPI (1:1 000) 37 °C 孵育 15 min 染细胞

核；蔡司荧光显微镜观察并拍照。 

1.2.7  系列 GST 融合 16 肽的表达 

覆盖 PEDV S2 截短肽序列全长、彼此重叠
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8个氨基酸的系列16肽的GST融合表达参照文献[23]

的方法。将合成并体外退火的 5′端和 3′端分别带

有 BamH I 和 Sal I 粘性末端的各 16 肽编码 DNA

片段插入到原核表达载体 pXXGST-3 的 BamH I

和 Sal I 位点。重组质粒测序验证后转化 E. coli 

BL21 并诱导重组蛋白表达。4 °C、12 000 r/min

离心 1 min 收集菌体，通过 SDS-PAGE 筛选正确

表达的阳性克隆。表达融合蛋白的菌体−20 °C 保

存，以备用于 Western blot (WB)筛选阳性反应性

融合 16 肽。 

1.2.8  SDS-PAGE 及 WB 

SDS-PAGE 及 WB 参照文献[23]的方法。菌体

沉淀上样 12%或 15%的 SDS-PAGE，电泳结束后，

凝胶用考马斯亮蓝 G-250 染色观察目的蛋白的表

达；通过 WB 检验目标蛋白表达或筛选阳性反应

性 16 肽时，将凝胶上的蛋白以 12 V 恒压半干转移

52 min 至 PVDF 膜上，转印膜以 10%的脱脂奶粉

4 °C 封闭过夜，加入一抗(抗 His 单抗、抗 PEDV 

S2 截短肽兔血清或 PEDV 阳性猪血清，1:6 000)室

温 孵 育 1 h， 以 TBST 洗 涤 3 次 ， 加 入 二 抗

(IgG-HRP，1:60 000)室温孵育 50 min，以 TBST 洗

涤 4 次，ECL 显色，暗室显影。 

2  结果与分析 

2.1  PEDV S2 截短肽的原核表达及 WB 检测 

SDS-PAGE 分析显示，同诱导前和未诱导的样

品相比，重组 E. coli BL21(pET-28a-S2t)诱导后出现

了约 50 kD 的蛋白条带(图 1A)，与预期的重组

PEDV S2 截短肽的大小一致。在诱导的前 4 h 内

随着诱导时间的增加，PEDV S2 截短肽的表达量

逐渐增加；诱导时间继续增加，目标蛋白的表达

量基本维持不变。WB 结果表明，表达的 PEDV 

S2 截短肽可以与抗 His 标签单抗发生特异性反 

应(图 1B)。 

为了分析 PEDV S2 截短肽以可溶性表达还是

形 成 包 涵 体 ， 分 别 将 不 同 I P T G 诱 导 浓 度

(0.05−1.0 mmol/L)以及不同诱导温度(16 °C 和 

 
 

图 1  诱导时间对PEDV S2截短肽表达的影响(A)和WB

验证(B) 
Figure 1  The expression time course of PEDV truncated 
S2 (A) and confirmation with WB (B) 

注：A：SDS-PAGE 分析 PEDV S2 截短肽的表达；M：蛋白质

分子量标准；1：重组 E. coli BL21 诱导前；2：未诱导的菌体；

3−9：诱导 3−9 h 的菌体. B：利用抗 His 标签单抗 WB 验证 PEDV 

S2 截短肽的表达. 箭头指向 PEDV S2 截短肽的位置. 
Note: A: SDS-PAGE analysis of the expression of PEDV truncated 
S2; M: Protein marker; 1: Precipitate of cultured recombinant E. 
coli BL21 before induction; 2: Precipitate of un-induced 
recombinant E. coli BL21; 3−9: Precipitate of recombinant E. coli 
BL21 induced 3−9 h, respectively. B: WB analysis of PEDV 
truncated S2 with anti-His monoclonal antibody. Arrow points to 
the position of PEDV truncated S2. 

 
 

37 °C)诱导后的菌体超声波破碎、离心，分别收集

上清和沉淀进行 SDS-PAGE 分析。如图 2A、2B 所

示，各种诱导条件下表达的 PEDV S2 截短肽均形

成不可溶性的包涵体，破碎上清中几乎无目标蛋

白出现，这也得到了 WB 分析结果的证实(图 3A)。

综合考虑实验成本，选择 37 °C、0.2 mmol/L IPTG

诱导 4 h 的重组菌体纯化 PEDV S2 截短肽，用于

免疫新西兰大白兔制备抗 PEDV S2 截短肽多抗

血清。 

2.2  PEDV S2 截短肽的纯化和 WB 检测 

如图 3A 所示，采用 SDS-PAGE 割胶、电洗脱

纯化得到了高纯度的 PEDV S2 截短肽。以抗 His

标签的单克隆抗体(图 3Ab)和 PEDV 阳性猪血清 

(图 3Bb)通过 WB 分析纯化的重组 PEDV S2 截短

肽，结果表明得到的 PEDV S2 截短肽与抗 His 标签

单抗和猪抗 PEDV 血清均可以反应。 
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图 2  诱导温度及 IPTG 浓度对 PEDV S2 截短肽包涵体

形成的影响 
Figure 2  The effects of induction temperature and IPTG 
concentration on the formation of inclusion bodies of the 
expressed PEDV truncated S2 

注：A、B：16 °C、37 °C 时不同 IPTG 浓度对包涵体形成的影

响；M：蛋白质分子量标准；1、3、5、7、9、11：0.05、0.2、

0.4、0.6、0.8、1.0 mmol/L IPTG 诱导 4 h 后重组 E. coli 

BL21(pET-28a-S2t)超声破碎、离心上清；2、4、6、8、10、12：

0.05、0.2、0.4、0.6、0.8、1.0 mmol/L IPTG 诱导 4 h 后重组 E. coli 

BL21(pET-28a-S2t)超声破碎、离心沉淀. 
Note: A and B: Effects of IPTG concentration on the formation 
inclusion bodies induced at 16 °C and 37 °C, respectively; M: 
Protein marker; 1, 3, 5, 7, 9, 11: Centrifugal supernatant of cultured 
recombinant E. coli BL21(pET-28a-S2t) induced with 0.05, 0.2, 0.4, 
0.6, 0.8 and 1.0 mmol/L IPTG for 4 h, respectively; 2, 4, 6, 8, 10, 
12: Centrifugal precipitate of cultured recombinant E. coli 
BL21(pET-28a-S2t) induced with 0.05, 0.2, 0.4, 0.6, 0.8 and 1.0 
mmol/L IPTG for 4 h, respectively. 
 

2.3  抗 PEDV S2 截短肽多抗血清的效价测定及

其与 PEDV DR13 的反应性 

用纯化的 PEDV S2 截短肽作为包被抗原，间

接 ELISA 法检测 3 只新西兰大白兔免疫后不同时

间点采集的血清的效价，结果显示，抗 PEDV S2

截短肽抗体在首次免疫后 14 d 即可产生并迅速增

加，至 28 d 后缓慢增加(图 4)。第 4 次免疫后获

得的多克隆抗体的滴度，3 号兔子最高，达到

1:102 400；1 号兔子的抗体滴度为 1:51 200；2 号

兔子抗体滴度达到 1:25 600，表明得到的多抗血清

具有很好的敏感性(图 5)。以获得的抗 PEDV S2 截

短肽兔血清为一抗，通过免疫组化和间接免疫荧

光验证其与 PEDV 弱毒株 DR13 的反应性。结果如

图 6、7 所示，获得多抗血清能特异性识别 Vero 细

胞中的 PEDV DR13，而阴性血清不能染色 PEDV 

DR13 (图 6)或没有观察到荧光(图 7)，表明制备的

多抗血清具有良好的特异性。 

 

 
 

图3  SDS-PAGE和WB分析表达、纯化的PEDV S2 截短肽 
Figure 3  SDS-PAGE and WB analyses of expressed and 
purified PEDV truncated S2 

注：A：PEDV S2 截短肽的表达与纯化；a：SDS-PAGE 分析表达

和纯化的重组 PEDV S2 截短肽；b：以抗-His 标签单抗 WB 分析

表达和纯化的重组 PEDV S2 截短肽；M：蛋白质分子量标准；1：

重组 E. coli BL21 诱导前；2：未诱导的菌体；3：诱导 4 h 的菌体；

4、5：诱导 4 h 的重组 E. coli BL21(pET-28a-S2t)超声破碎后离心

沉淀和上清；6：纯化的 PEDV S2 截短肽；7：纯化的 PEDV S2

截短肽浓缩后. B：纯化的 S2 截短肽与 PEDV 阳性猪血清的反应

性；a：SDS-PAGE 分析纯化的重组 PEDV S2 截短肽；b：以 PEDV

阳性猪血清 WB 分析纯化的重组 PEDV S2 截短肽；M：蛋白质分

子量标准；1、2：两次纯化的 PEDV S2 截短肽. 

Note: A: Expression and purification of PEDV truncated S2; a: 
SDS-PAGE analysis of the expressed and purified PEDV truncated 
S2; b: WB analysis of the expressed and purified PEDV truncated S2 
with anti-His mAb; M: Protein marker; 1: Precipitate of recombinant 
E. coli BL21 before induction; 2: Precipitate of un-induced 
recombinant E. coli BL21; 3: Precipitate of recombinant E. coli 
BL21(pET-28a-S2t) induced for 4 h; 4, 5: Centrifugal precipitate and 
supernatant of ultrasonicated recombinant E. coli BL21(pET-28a-S2t) 
induced for 4 h, respectively; 6: Purified PEDV truncated S2; 7: 
Concentrated aliquot of purified PEDV truncated S2. B: Analysis of 
the reactivity of purified truncated S2 to porcine anti-PEDV pig 
serum; a: SDS-PAGE analysis of purified PEDV truncated S2; b: 
WB analysis of purified PEDV truncated S2 with porcine anti-PEDV 
serum; M: Protein marker; 1, 2: Two times purified PEDV truncated 
S2, respectively. 
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图 4  不同免疫时间的血清抗体水平 
Figure 4  Time course of serum antibody 

 
 

图 5  血清抗体滴度的检测 
Figure 5  Determination of the titers of the anti-serum 

 

 
 

图 6  免疫组化分析抗 PEDV S2 截短肽多抗血清与 PEDV DR13 弱毒株的反应性 
Figure 6  Cross-reaction of anti-PEDV truncated S2 serum with attenuated PEDV DR13 in Vero cell detected by 
immunohistochemical assay 

注：A：Vero 细胞对照；B、C：均为 PEDV DR13 感染 18 h 的 Vero 细胞；A、C：一抗为抗 PEDV S2 截短肽多抗血清；B：一抗为

阴性兔血清. 箭头指向 PEDV 阳性的细胞. 
Note: A: Vero cell control; B, C: Vero cell infected with attenuated PEDV DR13; A, C: Using anti-PEDV truncated S2 serum as the primary 
antibody; B: Using negative rabbit serum as the primary antibody. The arrow points to PEDV-positive cells. 

 

 
 

图 7  间接免疫荧光分析抗 PEDV S2 截短肽多抗血清与 PEDV DR13 弱毒株的反应性 
Figure 7  Cross-reaction of anti-PEDV truncated S2 serum with attenuated PEDV DR13 in Vero cell detected by indirect 
immunofluorescence assay 

注：A：Vero 细胞对照；B、C：均为 PEDV DR13 感染 18 h 的 Vero 细胞；A、C：一抗为抗 PEDV S2 截短肽兔血清；B：一抗为阴

性兔血清. 箭头指向 PEDV 阳性的细胞. 
Note: A: Vero cell control; B, C: Vero cell infected with attenuated PEDV DR13; A, C: Using anti-PEDV truncated S2 serum as the primary 
antibody; B: Using negative rabbit serum as the primary antibody. The arrow points to PEDV-positive cells. 

 
 

2.4  PEDV S2 截短肽线性 B 细胞表位区的鉴定 

SDS-PAGE 分析表明，52 个覆盖 PEDV 

CV777 疫苗株 S2 截短肽全长、彼此重叠 8 个氨

基酸残基的系列 16 肽除了 P46、P47 (位于 S 蛋白

的跨膜区)外都能够有效表达，GST 融合表达的

重组 16 肽的在凝胶上显示为约 22 kD 的条带(图

8A、8C、8E、8G)。利用制备抗 PEDV S2 截短

肽兔多抗血清为一抗，通过 WB 筛选到 11 个阳性

反应性 16 肽(包含线性 B 细胞表位)，它们分别是

P2、P14、P16、P34−P39 和 P51−P52 (图 8B、 
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图 8  WB 筛选 PEDV S2 截短肽上的阳性反应性 16 肽 
Figure 8  Screening of positive 16-mers on PEDV truncated S2 by using WB 

注：A、C、E、G：SDS-PAGE 分析 GST 融合表达的 16 肽；B、D、F、H：WB 筛选线性 B 细胞表位；M：蛋白质分子量标准；1−52：

52 个 GST 融合表达的 16 肽，P1−P52. 
Note: A, C, E, and G: SDS-PAGE analysis of GST fusion expressed 16-mers; B, D, F, and H: Screening of linear B cell epitopes on PEDV 
truncated S2 using WB; M: Protein marker; 1−52: Fifty-two GST fusion expressed 16-mers, P1−P52, respectively. 
 
 

 
 
 

图9  阳性反应性16肽在PEDV S2截短肽上的分布示意图 
Figure 9  Schematic diagram of positive 16-mers on PEDV 
truncated S2 

注：HR1、HR2：七肽重复序列 1 和 2；TM：跨膜结构域；CT：

胞内结构域；短横线：11 个阳性反应性 16 肽，编号同图 8. 
Note: HR1, HR2: Heptad repeat region 1 and 2, respectively; TM: 
Transmembrane domain; CT: Cytoplasmic tail domain; Short 
segments: Eleven positive 16-mers, numbered as in Figure 8. 
 

8D、8F、8H)。11 个包含线性 B 细胞表位的   

16 肽在 PEDV S2 截短肽上的分布如图 9 所示，

其中 9 个包含线性 B 细胞表位 16 肽位于胞外区

(P2、P14、P16、P34−P39)，2 个 16 肽位于胞内

区(P51 和 P52)，没有在跨膜区鉴定到线性 B 细胞

表位(图 9)。 

为 了 验 证 获 得 阳 性 反 应 性 1 6 肽 能 否 被

PEDV 感染康复猪血清识别，通过 WB 分析筛

选到的阳性 16 肽与猪抗 PEDV 血清的反应性，

结果如图 10 所示。筛选到 11 个阳性反应性    

16 肽都可以被猪抗 PEDV 血清识别，而随机选 
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图 10  鉴定到的阳性反应性 16 肽与猪抗 PEDV 血清的

反应性 
Figure 10  Reactivity of identified positive 16-mers with 
porcine anti-PEDV serum 

注：A：SDS-PAGE 分析的阳性反应性 16 肽；B：WB 验证阳

性反应性 16 肽与猪抗 PEDV 血清的反应性；M：蛋白质分子量

标准；0：诱导后的转化 pXXGST-1 载体的 E. coli BL21；2、14、

16、34−39 和 51−52：分别 11 个阳性反应性 16 肽，编号同图 8；

N：阴性 16 肽(图 8 中 P45)；箭头指向 GST 融合表达的 16 肽的

位置. 
Note: A: SDS-PAGE analysis of the identified 16-mers; B: 
Reactivity of the identified 16-mers with anti-PEDV serum by WB 
analysis; M: Protein marker; 0: Induced E. coli BL21 transformed 
with empty pXXGST-1; 2, 14, 16, 34−39 and 51−52: Eleven 
identified positive 16-mers, respectively, numbered as in Figure 8; 
N: Negative 16-mer (P45 in Figure 8); The arrow points to the 
position of the 16-mers fused with GST. 

 
择的 1 个阴性 16 肽和转化空载体 pXXGST-1 的

重组 E. coli BL21 都没有在相应的位置出现特

异性条带。 

3  讨论与结论 

当前乃至今后一段时间，PEDV 引起的腹泻仍

将是严重危害仔猪健康的病毒性腹泻之一，如何

有效防控 PED 是养猪业面临的迫切问题。由于冠

状病毒 S 蛋白在其入侵细胞过程中发挥关键功能，

S 蛋白是诱导宿主体液免疫反应的重要免疫原性蛋

白。最近的研究表明，针对 S 蛋白的中和抗体可能

在抵抗 PEDV 感染的保护中发挥关键作用[11]。国

内外学者已经获得的具有中和活性的单克隆抗体

主要识别 S 蛋白[19-20,24]，目前已经在 PEDV S 蛋白

的 S1、S1-S2 连接区和 C-端胞内区鉴定到 4 个表位

区[19]。然而，对于包含两个七肽重复序列在内的

S2 亚基的表位信息了解较少。本研究聚焦 PEDV 

S2 亚基的线性 B 细胞表位分布，利用制备的抗

PEDV CV777 疫苗株 S2 截短肽(融合肽后片段)多抗

血清在 PDEV S2 亚基区鉴定到 4 个线性 B 细胞表

位区 I−IV：阳性反应性 16 肽 P2 位于 I 区(969−984 

aa)，P14 和 P16 位于 II 区(1 065−1 096 aa)，

P34−P39 位于 III 区(1 225−1 280 aa)，P51−P52 位于

IV 区(1 361−1 382 aa)。 

作 为 I 型 膜 融 合 蛋 白 ， PEDV S2 亚 基  

(726−1 382 aa)包含典型的特征序列如：疏水的融

合肽(FP：891−908 aa)、七肽重复序列 1 (HR1：

978−1 117 aa)、七肽重复序列2 (HR2：1 274−1 313 aa)、

跨膜结构域(TM：1 324−1 346 aa)以及羧基端胞内

区(CT：1 347−1 382 aa)。为了减少融合肽对 PEDV 

S2 表达的可能影响，本研究表达了去除融合肽序

列的 S2 截短肽并制备了其多克隆抗血清，以制备

的多抗血清为一抗，采用改良的生物合成肽法[23]

对 S2 截短肽上的线性 B 细胞表位区进行了鉴定，

除了 2 个位于 S 蛋白跨膜区的 16 肽(P46、P47)不能

有效表达外，利用制备的血清为一抗通过 WB 从

50 个 GST 融合表达的 16 肽中鉴定到 11 个阳性反

应性 16 肽(图 8)，其中 3 个(P2、P14、P16)位于 S2

亚基的七肽重复序列 1 区，6 个(P34−P39)位于两个

七肽重复序列之间的区域，2 个(P51−P52)位于其

胞内区(图 9)。在 I 型膜融合蛋白介导的病毒囊膜与

细胞膜的膜融合过程中，需要融合蛋白(如 PEDV 

S2)的 HR1 和 HR2 反平行区形成稳定的六螺旋束结

构，使插入细胞膜的融合肽与跨膜结构域彼此紧密

靠近，从而启动膜融合过程[25]。因此，推测识别本

研究鉴定到的位于 HR1 和 HR2 以及它们之间区域

表位的抗体将影响膜融合构象的形成，进而阻碍

膜融合过程。虽然理论上 S 蛋白的羧基端胞内区位

于胞内，不容易被宿主识别而产生特异性抗体，

特别是中和抗体，但是 Cruz 等和 Okda 等相继获得

了识别该区域表位的具有中和 PEDV 活性的单克隆

抗体，表明宿主可以产生针对该区域的体液免疫反

应[16,19]。Cruz 等用 BALB/c 小鼠免疫实验证实，包

含 该 区 域 线 性 B 细 胞 表 位 (1368GPRLQPY1374) 的   

24 肽可以诱导机体产生具有中和 PEDV 活性的抗 
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体[21]。本研究鉴定到的 2 个位于 S 蛋白胞内区的阳

性反应性 16 肽(P51 和 P52)的共有序列也包含了上

述 GPRLQPY 序列，但这两个阳性 16 肽是否含有

其他的表位基序则需要通过最终最小表位基序鉴

定完成后才能确定。 

由于原核表达的 S2 截短肽和病毒粒子中的 S

蛋白对应肽段在动物宿主中的抗原递呈方式或递

呈的表位可能不同，因此我们用 WB 验证了本研究

所筛选到的 11 个阳性反应性 16 肽与临床猪抗

PEDV 血清的反应性。虽然与猪抗 PEDV 多抗血清

的反应性强弱存在差异，11 个 GST 融合表达的阳

性 16 肽都可以被猪抗 PEDV 血清特异性识别。到

目前为止，利用单抗在 PEDV S 蛋白的 C 端只鉴定

到一个线性 B 细胞表位基序 1368GPRLQPY1374 [16]，本

研究筛选到的阳性 16 肽是 PEDV S 蛋白的线性 B

细胞表位(如 P51 和 P52 包含 GPRLQPY 序列)，还

是其构象性表位的部分基序还有待进一步的验

证。我们前期对小反刍兽疫病毒 H、N 蛋白的线性

B 细胞表位的研究也表明，采用本方法鉴定到的线

性表位基序中包含单抗识别的线性表位基序或构

象性表位的部分基序[23,26]。 

本研究利用大肠杆菌成功表达了 PEDV S2 截

短肽并制备了其多抗血清，利用改良的生物合成肽

法鉴定到 4 个线性 B 细胞表位区。这为后续对 PEDV 

S 蛋白的功能研究及 PEDV 有效诊断方法的建立提

供了理论依据和实验基础，同时也为本课题组正在

开展的 PEDV S 蛋白线性 B 细胞表位精细作图提供

了前期基础。 
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